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AKUMULACJA URANU PRZEZ BAKTERIE
O WZMOZONEJ AKTYWNOSCI FOSFATAZOWEJ

W pracach Macaskie i Deana wykorzystano szczep Citrobacter sp. o zwigkszonej aktywno-
$ci fosfatazowej i zdolno$ci enzymatycznego rozkladu estrow fosforowych na przyktad gli-
cerolo-2-fosforanu, do akumulacji uranu. Uwolniony fosforan powoduje wytracanie i aku-
mulacj¢ metali cigzkich na powierzchni komérek w postaci nierozpuszczalnych, zwartych
precipitatow. Celem pracy byla krytyczna ocena tego mechanizmu akumulacyjnego u wy-
branych bakterii. Stosowano szczepy Citrobacter freundii oraz szczepy bakterii izolowa-
nych z gleby obcigzonej przez metale cigzkie. Wykazywaty one wzmozona aktywnos¢ fosfa-
tazy kwasnej z optimum dziatania przy pH 5, typowej dla drobnoustrojéw. Badano dynami-
k¢ akumulacji uranu (w postaci azotanu uranylu) w stezeniu 0,1 mM przez te bakterie w
obecnoéci wzrastajacych stezen (od 1 do 16 mM) glicerolo-2-fosforanu jako substratu fo-
sfatazy oraz w ukladzie bezsubstratowym. Stwierdzono, ze w obecnosci niskich st¢zen (1,0
mM) glicerolo-2-fosforanu wystgpowal okoto 30 procentowy wzrost akumulacji uranu w
poréwnaniu z ukladem bezsubstratowym. Wyzsze stgZenia tego estru powodowaly nato-
miast obnizenie akumulacji. Mikroskopia elektronowa ultracienkich skrawkéw komoérek
wykazywala gtownie powierzchniowe wiazanie uranu w postaci zwartej warstwy osadéw.
Wykazane hamowanie akumulacji uranu moglo by¢ zwiazane z tworzeniem w roztworach o
pH 5 do 6 rozpuszczalnych zwiazkéw uranylu z glicerolo-2-fosforanem, z wykorzystaniem
grup fosforanowych. Potwierdzenie tego przypuszezenia uzyskano przez stwierdzenie 60 do
80% wymywania uranu zwigzanego w biomasie bakterii przez 10 mM roztwér glicerolo-2-
fosforanu. Wyniki obserwacji nie potwierdzity przypuszczen wynikajacych z zalozei Maca-
skie i Deana, dotyczacych mozliwosci wykorzystania powszechnie wystepujacych bakterii o
wzmozonej aktywnoéci fosfatazowej do akumulacji uranu. By¢ moze rozbieznos¢ ta wynika
ze szczegblnych cech stosowanego przez nich szczepu Citrobacter sp., ktory wykazywat ak-
tywnosé nietypowej, powierzchniowo zlokalizowanej fosfatazy w szerokim zakresie pH 6 do 9.

1. WSTEP

W wielu osrodkach naukowych prowadzi si¢ badania nad opracowaniem me-
tod akumulacji uranu ze srodowisk o duzym rozproszeniu tego pierwiastka oraz
nad dekontaminacja wod odpadowych obcigzonych przez ten nuklid (Chmielow-
skiiin. 1993).
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Interesujace obserwacje opisali Macaskie i Dean (1984a,b, 1987a,b). Wyka-
zali oni zdolnos¢ akumulacji uranu przez szczepy bakterii rodzaju Citrobacter o
zwigkszonej aktywnosci fosfatazowej w obecnosci fosforanow organicznych, w
szczegblnosci glicerolo-2-fosforanu. Zjawisko to polega na enzymatycznej hydro-
lizie wiazan estrowych fosforandw organicznych przez fosfataze z jednoczesnym
odtozeniem na powierzchni komérki bakterii nierozpuszczalnych, zwartych preci-
pitatow fosforanéw metali cigzkich. Mechanizm taki mégtby stwarzaé mozliwosé
opracowania biotechnologicznych metod dekontaminacji i odzysku uranu z roz-
tworow,

Celem niniejszej pracy byta krytyczna ocena tego mechanizmu akumulacyj-
nego u wybranych szczep6w bakterii, ktore wykazywaty wzmozona aktywnogé
fosfatazy kwasnej z optimum dzialania przy pH 5, typowej dla drobnoustrojow.

2. MATERIALY I METODYKA

W badaniach stosowano szczepy Citrobacter freundii oznaczone symbolami
PCM 1569 i PCM 2347, pochodzace z kolekcji mikroorganizméw Instytutu Im-
munologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu. [zolowano réwniez szcze-
py bakterii zasiedlajace hatdy odpadéw po przerébee rud cynku i otowiu. Sposrod
30 szczepow dwa wykazywaty wzmozona aktywno$é fosfatazows, Oznaczono je
roboczo jako szczep A oraz B. Hodowle bakterii prowadzono w kolbach ptasko-
dennych napowietrzanych przez wytrzasanie w temp. 30 °C. Sktad pozywek ho-
dowlanych przedstawiono w tab. 1. Biomase bakterii uzytych do badan okre$lano
metoda wagowa z uzyciem ultrafiltréw membranowych. Niewielka zawartos¢
zwiazkow nieorganicznych pozwalata na przyjecie suchej masy (s.m.) za warto$¢
biomasy bakterii. Biomasg t¢ oddzielano od zawiesiny przez 10-minutowe wiro-
wanie przy 4000 g.

Aktywnos¢ fosfatazowa szczepdw bakterii oznaczano metoda Bodansky’ego
(Mejbaum-Katzenellenbogen, Mochnacka 1969). Pod wptywem fosfatazy produ-
kowanej przez komorki bakterii 16 mM glicerolo-2-fosforan ulegal rozktadowi z
wydzieleniem wolnego fosforanu. Wolne fosforany oznaczano spektrofotometrycz-
nie metoda Fiske—Subarowa (Mejbaum-Katzenellenbogen, Mochnacka 1969). Ba-
dania akumulacji uranu prowadzono w kolbach ptaskodennych napowietrzanych
przez wytrzasanie w temperaturze 30 °C, do ktérych wprowadzano 0,4 g/l bioma-
sy bakterii. Do przygotowanych zawiesin wprowadzano uranyl tak, by ostateczne
stgzenie w kolbie wynosito 0,1 mM. Odczyn $rodowiska korygowano do pH6. W
przypadku uktadéw substratowych dodawano glicerolo-2-fosforan o réznym ste-
Zeniu.

Do oznaczania uranu w biomasie bakterii stosowano metode radiometryczng
opracowang przez Chwistka i innych (1988), oparta na pomiarze scyntylacji po-
chodzacych od czastek o, emitowanych przez uran naturalny. Prébki badano z
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Tabela 1. Sklad pozywek do hodowli bakterii

Rodzaj pozywki Sktad pozywki
3g hydrolizatu kazeiny
3g ekstraktu drozdzowego
Pozywka do hodowli szczepow 17g KH,PO,
Citrobacter freundii 12,8g  K,HPO,

0,245g MgSO,-7TH,0
10 ml 50% glukozy
1000 ml wody destylowanej

20g glukozy

3g ekstraktu drozdzowego
Pozywka do hodowli 56¢g KH,PO,
bakterii glebowych 12,8 g K,HPO,

02g MgSO,-7TH,0

02g NaCl

03¢g (NH,),S0,
1000 ml  wody destylowanej

7,1g glicerolo-2-fosforanu
Pozywka do hodowli szczepow 13,5 ml gliceryny
Citrobacter freundii w obecno$ci 05g (NH,),SO,
glicerolo-2-fosforanu 02g NaCl

ilosci $ladowe MnSO, i FeSO,

zastosowaniem scyntylatora zelujacego Unisolve 1. Pomiary radiometryczne pro-
wadzono z uzyciem licznika scyntylacyjnego Beckman LS 5000 TD. Dla okresle-
nia ilo$ci uranu w probce stosowano metodg wzorca wewngtrznego, polegajaca na
dodaniu do prébek znanej ilosci uranu.

Uran akumulowany w biomasie bakterii wymywano roztworem 10 mM glice-
rolo-2-fosforanu. W tym celu do pigciu probowek z odwirowang biomasa o tej
samej zawartos$ci uranu wprowadzano po 20 ml glicerolo-2-fosforanu. Po 1-minu-
towym wytrzasaniu, zawiesing wirowano i w osadzie oznaczano zawarto$é uranu.
Otrzymany osad biomasy poddawano kolejnym probom wymywania uranu. Czyn-
nos¢ t¢ powtarzano pieciokrotnie.

Uran akumulowany w strukturach komérkowych bakterii lokalizowano z uzy-
ciem transmisyjnej mikroskopii elektronowej. Zastosowano metodg histologiczna
Glauerta (1974) z modyfikacja dotyczaca utrwalania komérek bakterii. Utrwala-
no je 2,5% aldehydem glutarowym w buforze kakodylowym przez 48 godzin w
temperaturze pokojowej. Aby zapobiec odmyciu uranu akumulowanego na po-
wierzchni komoérek, stosowano zatapianie w agarze. Preparaty odwadniano etano-
lem. Do utwardzania prébek stosowano mieszaning zywic eponowych. Preparaty
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cigto z uzyciem ultramikrotomu Reichart OUM-3, a uzyskane ultracienkie skraw-
ki obserwowano w mikroskopie elektronowym JEOL-JEN100S.

3. WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Macaskie i Dean (1984a,b, 1987a,b) oraz wspéipracownicy (Pickett i Dean
1977; Aickiniin. 1979; Michel i in. 1986) z Uniwersytetu w Oxfordzie prowadzili
od wielu lat badania nad akumulacja metali cigzkich: otowiu, kadmu, miedzi i
uranu przez bakterie rodzaju Citrobacter o zwigkszonej aktywnosci fosfatazowe;j.
W pracach tych stwierdzono, ze ilo$¢ nagromadzonego metalu w biomasie bakterii
jestuzalezniona od aktywnosci fosfatazowej i obecnosci fosforanu organicznego w
srodowisku inkubacyjnym (Macaskie i in. 1987). Fosfataza odszczepia z glicero-
lo-2-fosforanu fosforan, ktéry straca jony metali cigzkich na powierzchni komorek
W postaci nierozpuszczalnych fosforanow.

Model fosfatazowy opracowany przez Macaskie i Deana dla wybranego przez
nich szczepu Citrobacter sp. stanowit inspiracj¢ do zbadania mozliwosci zwiek-
szenia akumulacji uranu przez inne gatunki rodzaju Citrobacter oraz izolowane z
gleby bakterie fosfatazododatnie. Prace nad tym zagadnieniem rozpoczg¢to od wy-
brania kilku szczep6w bakterii wykazujacych zwigkszona aktywnosé fosfatazowa.
Istotne byto okreslenie optymalnych warunkéw hodowli tych bakterii, w ktérych
ujawniataby si¢ maksymalna aktywnos¢ fosfatazy. Stwierdzono, ze aktywnosé
fosfatazy dwoch badanych szczepéw Citrobacter freundii oraz izolowanych szcze-
pow A i B bakterii glebowych byta najwieksza w przedziale pH 4 do 6 z maksi-
mum wystepujacym przy pH 5 (rys. 1). Byla to wigc fosfataza kwasna (E.C.
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Rys. 1. Aktywno$¢ fosfatazowa wybranych szczepéw Citrobacter freundii i szczepdw
bakterii glebowych w zaleznosci od pH
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3.1.3.20) typowa dla wielu mikroorganizméw. Wzmozona aktywnoscia fosfatazy
odznaczaly sie szczepy A i B bakterii glebowych (ktére uwalniaty z fosforanow
organicznych odpowiednio 295 i 312 mg fosforanu/g s.m.) oraz szczepy Citrobac-
ter freundiiPCM 1569 i PCM 2347 (odpowiednio 126 i 130 mg fosforanu/g s.m.).

W literaturze sa informacje o wystepowaniu licznych mikroorganizméw wy-
kazujacych aktywno$¢ alkalicznej i kwasnej fosfatazy. Pickett i Dean (1977), pro-
wadzac badania nad Bacillus subtilis ssp. niger ATCC 9372, stwierdzili dwa szczyty
aktywnoéci fosfatazowej. Jeden przy pH 4,6, zas drugi przy pH 4,8. Macaskie i
Dean (1984a,b, 1987a,b) oraz Hambling i in. (1987) dysponowali w pracach szcze-
pem Citrobacter sp. z nietypowa fosfataza wykazujaca znaczng aktywnos¢ w sze-
rokim w zakresie pH: od 5 do 9. Poziom aktywnosci fosfatazowej badanych szcze-
pow Citrobacter freundii oraz izolatéw A i B byt nizszy od podawanych przez
Macaskie i Deana, ktorych szczep Citrobacter sp. wykazywat szczegolnie wysoka
aktywno$é fosfatazy.

Wyselekcjonowane szczepy bakterii poddano prébie akumulacji uranu. Ob-
serwacje prowadzono w ukladzie bezsubstratowym oraz w obecnosci 10 mM gli-
cerolo-2-fosforanu (substratu fosfatazy) przy pH 6, z uzyciem 0,4 g s.m./l bioma-
sy bakterii oraz stgzeniu wyjsciowym uranu 0,1 mM, w czasie 3 godzin aeracji w
temperaturze 30 °C. Poziom nagromadzania uranu w uktadach bezsubstratowych
przez szczepy Citrobacter freundii PCM 1569 i PCM 2347 wynosit odpowiednio
0,090 1 0,110 mmol/g s.m. i byt nizszy od stopnia akumulacji tego nuklidu przez
szczepy bakterii glebowych A oraz B (odpowiednio 0,141 i 0,185 mmol/g s.m.)

(rys. 2).
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Rys. 2. Przebieg akumulacji uranu przez szczepy bakterii o wzmozonej aktywnosci
fosfatazowej w ukladzie bezsubstaratowym. Biomasa bakterii 0,4 g/l. Stezenie
poczatkowe uranylu 0,1 mM, pH 6
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Rys. 3. Przebieg akumulacji uranu przez szczepy bakterii o wzmozonej aktywno$ci
fosfatazowej w obecnosci 10 mM glicerolo-2-fosforanu. Biomasa bakterii 0,4 g/l
Stezenie poczatkowe uranytu 0,1 mM, pH 6

Obecnos¢ 10 mM glicerolo-2-fosforanu w roztworze wplywata hamujaco na
akumulacjg uranu. Poziom nagromadzania tego nuklidu byt kilkakrotnie nizszy w
porownaniu z warunkami bezsubstratowymi (rys. 3). Otrzymane wyniki badan
byly zatem odmienne przy wyzszych stezeniach estru od obserwacji Macaskie i
Deana (1987, 1984b, 1987). Zastanawiajace jest jednak, ze autorzy ci prowadzili
akumulacjg uranu w roztworach o pH 6,9 gdy wiadomo, ze jony uranylowe powy-
zej pH 6 ulegaja w znacznym stopniu hydrolizie i wytraceniu (Nakajima i in. 1979).

Szukajac przyczyn rozbieznosci uzyskanych obserwacji z wynikami prac
Macaskie i Deana (1987, 1984b, 1987) badano wplyw stezenia glicerolo-2-fosfo-
ranu w zakresie 0,5 do 16 mM na akumulacje uranu. Préby zawieraly 0,4 g/l
biomasy bakterii napowietrzanych przez wytrzasanie w obecnosci 0,1 mM urany-
lu i zmiennych stgzen glicerolo-2-fosforanu przy pH 6, w temperaturze 30 °C.
Oznaczenie ilosci uranu akumulowanego w biomasie bakterii nastepowato po 3-
godzinnej inkubacji. Wyniki tych obserwacji przyktadowo dla C. freundii podano
narys. 4. Stwierdzono, ze mate stezenia glicerolo-2-fosforanu (1,0 mM) powodo-
waly okoto 30-procentowy wzrost akumulacji uranu w poréwnaniu z kontrolg,
bezsubstratowa. Wyzsze st¢zenia tego estru powodowaty natomiast obnizenie aku-
mulacji uranu. Interesujace byly przyczyny tego efektu wynikajace z 10-krotnego
zwigkszenia stezenia glicerolo-2-fosforanu. Mogty one ujawni¢ inne oddziatywa-
nia tego estru niz wynikajace z jego enzymatycznej hydrolizy.

Badano réwniez wptyw pH na akumulacjg uranu. Obserwacje te prowadzono
W poprzednio opisany sposéb w warunkach bezsubstratowych (rys. 5) oraz w obec-
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Rys. 4. Akumulacja uranu przez szczep bakterii Citrobacter freundii PCM 2347

przy réznych stgzeniach glicerolo-2-fosforanu. Biomasa bakierii 0,4 g/l.
Inkubacja 3 godziny z uranylem o stezeniu poczatkowym 0,1 mM, pH 6

10 mM glicerolo-2-fosforanu (rys. 6) w zakresie odczynu od pH 3 do 8.

Obserwacje akumulacji prowadzone w ukladzie bezsubstratowym wykazaly, ze
warto$¢ pH 6 moze by¢ uznana za optymalna do maksymalnego nagromadzania
uranu (rys. 5). Nieoczekiwanie natomiast obecnos¢ glicerolo-2-fosforanu jako
substratu fosfatazy (rys. 6) powodowata 1,5-3-krotne zwigkszenie akumulacji przy
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Rys. 5. Wptyw pH na akumulacje uranu przez szczepy bakterii o wzmozone;
aktywnosci fosfatazowej w uktadzie bezsubstratowym. Biomasa bakierii 0,4 g/1.
Stezenie poczatkowe uranylu 0,1 mM
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Rys. 6. Wplyw pH na akumulacj¢ uranu przez szczepy bakterii o wzmozonej aktywnosci
fosfatazowej w obecnosci 10 mM glicerolo-2-fosforanu, Biomasa bakterii 0,4 g/l
St¢zenie poczatkowe uranylu 0,1 mM

wartosci pH 3 w poréwnaniu do warunkéw bezsubstratowych. Wyzszy odczyn pH
(pH > 5) powodowat istotne obnizenie akumulacji uranu w obecnosci glicerolo-2-
fosforanu.

Na podstawie obserwacji wysunigto przypuszczenie, ze glicerolo-2-fosforan
moglby tworzy¢ rozpuszczalne zwiazki z jonami uranylowymi. W takim przypad-
ku glicerolo-2-fosforan mogtby si¢ zachowywaé podobnie jak jony weglanowe.
Proces akumulacji uranu by! silnie hamowany przez glicerolo-2-fosforan podob-
nie jak przez jony weglanowe, ktore tworza trwate rozpuszczalne polaczenie kom-
pleksowe z uranylem [UO,(CO,),]* (Nakajima i in. 1979). Hipotetyczny wzor
zwiazkow glicerolo-2-fosforanu z jonami uranylowymi mégtby mieé postaé poda-
na narys. 7.

H, OH H, OH H, OH
—oh &?owwﬁﬁ

0,
H, OH CH, OH H, OH

Rys. 7. Hipotetyczny wzér zwiazkéw glicerolo-2-fosforanu z jonami uranylu

Zgodnie z zalozeniem o tworzeniu si¢ rozpuszczalnych potaczen, glicerolo-2-
fosforanu z jonami uranylowymi, mozna sadzi¢, ze przy niskim pH zwiazki te byty
nietrwate i wolne jony uranylowe mogty podlegaé sorpcji w biomasie bakterii (tys. 6).

W literaturze brak jest informacji o zwigzkach glicerolo-2-fosforanu z jonami
metali. Posrednim dowodem tworzenia sig tych potaczen bytoby wykazanie zdol-
no$ci wymywania akumulowanego uranu z biomasy bakterii przez glicerolo-2-
fosforan.
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Rys. 8. Zmiany zawartosci uranu w biomasie Citrobacter freundii PCM 2347 podczas
kilkakrotnego wymywania 10 mM glicerolo-2-fosforanem, pH 6

Przeprowadzono probe wymywania uranu akumulowanego w biomasie bak-
terii 10 mM glicerolo-2-fosforanem. W tym celu do pigciu probéwek z odwirowa-
na biomasa o tej samej zawartosci uranu dodawano po 20 m! glicerolo-2-fosfora-
nu. Po 1-minutowym wytrzasaniu, probki wirowano i w osadzie biomasy bakterii
oznaczano zawarto$é uranu. Czynno$¢ t¢ powtarzano kilkakrotnie. Na rysunku 8
podano przyktadowo zawarto$¢ uranu w biomasie Citrobacter freundiiPCM 2347
podczas wymywania uranu z biomasy tych bakterii w wyniku kolejnych prob.
Okazalo sie, ze pod wptywem 5-krotnego wymycia z powierzchni komoérek szcze-
pu Citrobacter freundiiusunigciu ulegato 80% akumulowanego uranu (rys. 819).
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Rys. 9. Procentowe wymycie uranu z biomasy Citrobacter freundii PCM 2347 10 mM
glicerolo-2-fosforanem, pH 6
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Rys. 10. Bilans uranu wprowadzonego do roztworu podczas akumulacii tego nuklidu
przez szczep A bakterii glebowych. Biomasa bakterii 0,4 g/l. Stezenie poczatkowe
uranylu 0,1 mM, pH 6. Czas inkubacji 3 godziny. (A) Akumulacja w ukladzie bez

substratu fosfatazy, (B) Akumulacja w obecnosei 10 mM glicerolo-2-fosforanu,
(1) Uran w biomasie, (2) Uran pozostaty w roztworze

W celu okreslenia stosunku ilosci uranu zawartego w biomasie oraz w roz-
tworze przeprowadzono przykiadowo bilans tego metalu podczas akumulacji z
uzyciem szczepuA bakterii glebowych o zwigkszonej aktywnosci fosfatazowej (rys.
10). Akumulacje prowadzono w warunkach bezsubstratowych oraz w obecnosci
glicerolo-2-fosforanu jako substratu fosfatazy. Stwierdzono, ze w warunkach bez-
substratowych po trzech godzinach inkubacji niewielka cze$¢ uranu znajdowala
si¢ W roztworze (25%), natomiast wigkszo$é (75%) byta zwiazana w biomasie.
Inaczej ksztattowat sig ten stosunek w obecnosci glicerolo-2-fosforanu. Wigksza
ilo$¢ uranu pozostawata w roztworze (77%), za$ akumulacja w biomasie byta
mniejsza (23%). Potwierdzatoby to sugestig o tworzeniu sig rozpuszczalnych Zwigz-
kéw uranylu z glicerolo-2-fosforanem lub produktem jego degradacji. Zwiazki te
utrudniaty akumulacje¢ uranu w biomasie bakterii.

Przeprowadzono obserwacje ultracienkich skrawkéw komérek bakterii aku-
mulujacych uran. Badania w transmisyjnym mikroskopie elektronowym wykazaty
obecnos¢ wyraznych zaczernien powierzchni komérek pochodzacych od uranu.
Stwierdzono bardziej intensywna akumulacje uranu przez komérki badanych szcze-
pow bakterii o wzmozonej aktywnosci fosfatazy w roztworach bezsubstratowych,
bez dodatku glicerolo-2-fosforanu, niz w obecno$ci 10 mM tego estru. Aickin,
Dean i in. (1979) badali lokalizacj¢ olowiu w komérkach Citrobacter sp. za po-
moca skaningowego i skaningowo-transmisyjnego mikroskopu elektronowego oraz
analizy rentgenograficznej. Komorki tych bakterii w obecnosci glicerolo-2-fosfo-
ranu akumulowaly zwigkszone ilosci ofowiu. Badania prowadzone przy uzyciu
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analizy rentgenograficznej wykazywaly wysokie zageszczenie otowiu i fosforu w
postaci nierozpuszczalnego PbHPO, po zewnetrznej stronie komérek. Podobne
rezultaty tworzenia nierozpuszczalnych osadow uzyskano w przypadku uranu.
Wyniki badan prezentowanych w niniejszej pracy nie potwierdzity wigc ob-
serwacji Macaskie i Deana (1987, 1984b, 1987a) o dodatnim wptywie glicerolo-
2-fosforanu na akumulacje uranu przez powszechnie wystgpujace bakterie o wzmo-
zonej aktywnosci fosfatazy. Mozliwe, ze bylo to zwiazane ze specyficznymi cecha-
mi szczepu Citrobacter sp. stosowanego w pracach zespotu Macaskie i Deana.
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Chmielowski J., Pytlak M., Woznica A., (1995), Bioaccumulation of uranium by bac-
teria with enhanced phosphatase activity, Physicochemical Problems of Mineral Pro-
cessing, 29, 157-168 (Polish text)

Macaskie and Dean reported in their papers a phosphatase-mediated uranium uptake by a
Citrobacter sp. with enhanced phosphatase activity and capacity of using phosphate esters, such
as glycerol-2-phosphate, as phosphate donors. Liberation of phosphate ions (HPO,)* leads to the
precipitation of heavy metals in the form of insoluble precipitates tightly bound with the cell
surface.

The aim of this work was to perform a critical evaluation of this mechanism of metal accu-
mulation in selected strains of bacteria. A Citrobacter freundii and some other strains of bacteria
isolated from soil polluted by heavy metals were used. All these strains exhibited an enhanced
activity of an acid-type phosphatase with a pH optimum at pH 5 typical of microorganisms.

Time course of accumulation of uranium (in the form of 0.1 mM uranyl nitrate) by these
bacteria was followed in a substrate-less system and at increasing concentrations (from 1 to 16
mM) of glycerol-2-phosphate as a substrate for the phosphatase. It was found that at low glyce-
rol-2-phosphate concentrations (1.0 mM) the bacteria accumulated about 30% uranium more
than in a substrate-less system. At higher glycerol-2-phosphate concentrations less metal was
accumulated. Electron microscopic observation of uitra thin sections of cells revealed that metal
was located mainly at the surface as a dense precipitate.

It was presufned that an observed inhibition of uranium accumulation could be connected
with a formation of soluble uranyl compounds with glycerol-2-phosphate within a pH range of 5
to 6 . Such a presumption was confirmed by revealing a 60 to 80 % uranium recovery from the
loaded cells in 10 mM glycerol-2-phosphate solution.

Our results did not confirm the suggestions of Macaskie and Dean concerning the applica-
tion of common bacteria with enhanced phosphatase activity to the accumulation of uranium.
Most likely this divergence is due to the special features of their Citrobacter sp. strain producing
an atypical surface-located acid-type phosphatase active in a wide pH range of 5 to 9.
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